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 テルペノイドは、五炭素化合物であるイソプレンユニットを構成単位とする代
表的な天然化合物群の 1 つであり、多種多様な構造に付随する様々な生理活性を
有している。 C1 5 の炭素骨格で構成されるセスキテルペノイドはテルペノイド中
で最大のグループを形成しており、化学特性や生理機能から医薬品や香料など産
業価値の高い有用化合物として広く利用されるものが数多く知られている。しか
し、それらの天然含量は極微量である場合が多く、工業的利用には大量かつ安定
的な供給を可能とする効率的な合成プロセスの構築が必要不可欠となっている。  
 自然界においてセスキテルペノイドは、前駆体であるセスキテルペンに対し、
P 45 0 モノオキシゲナーゼを代表とする酸素添加酵素が作用して生成することが
知られている。この生合成反応に基づいて、植物や微生物由来の酸素添加酵素を
利用したセスキテルペノイドの酵素的合成法が知られている。一方、有機合成法
においては、 C r や Se などの金属触媒を用いた酸化法によってセスキテルペノイ
ドが供給可能である。しかし、これら既存の合成法は収量や収率、あるいは安全
性において改善すべき課題を抱えており、工業化を見据えた効率的プロセスの構
築に向けて、新たな視点からのアプローチが必要と考えた。  
 本論文で記述した新規反応プロセスの開発にあたっては、生物が普遍的に有す
る鉄 ( F e )の触媒機能に着目した。まず、セスキテルペノイド合成活性を有する土
壌微生物の探索と解析から、生体内金属イオンである F e 2 +を触媒として用いるこ
とで、セスキテルペノイドの酸化的合成が可能であることを見出した (第 2 章 )。
続いて、生体内における F e 2 +キレート供給機構に着目し、 F e 2 +キレートによる酸
素添加反応と、鉄キレートレダクターゼを活用した F e 2 +キレートの供給および再
生反応を組み合わせた、新規なセスキテルペノイド合成法を構築した (第 3 章 )。
さらに、リガンド構造別 F e 2 +キレートのセスキテルペノイド合成活性を評価検証
することで、本反応系で効率的に機能する F e 2 +キレートの選抜が可能であること
を明らかにし、合成可能なセスキテルペノイドの種類を拡張した (第 4 章 )。触媒
酸化反応と酵素的還元反応が相互に連携した当該反応プロセスは、効率的なセス
キテルペノイド生産を可能とする汎用的かつユニークな化学酵素的合成法である。
本論文では、その学術的知見と工業的利用に向けた検討について記述した。  
 本論文は全 5 章で構成されている。  
 第 1 章では、セスキテルペノイドの有用性および既存の合成法に関して概説し
た。さらに、本反応プロセスにおいて中心的役割を担う生体模倣型の F e 2 +キレー
トに関する従来研究をまとめ、本研究の戦略と意義を述べた。  
 第 2 章では、セスキテルペノイドの 1 種であり、黒胡椒やブドウの重要香気成
分である ( − ) -ロタンドンの合成活性を指標とした土壌由来微生物の探索と解析か
ら、 F e 2 +を酸化触媒とするセスキテルペノイド合成法を見出し、その 経緯につい
て記述した。 ( − ) -ロタンドンの前駆体セスキテルペンである α -グアイエンを唯一
  
  
 
No. 2 
 
の炭素源として生育する土壌由来微生物を選抜し、培養後の菌体を α -グアイエン
に作用させ、 ( − ) -ロタンドン合成活性を示す候補株を複数取得した。しかし、こ
れら候補株の ( − ) -ロタンドン合成活性は微弱であったことに加え、各候補株の α -
グアイエン酸化挙動には高い類似性が認められた。さらに、組換えタンパク質発
現に一般的に用いられる E s c he r i ch i a  c o l i  BL 2 1( DE 3)からも同活性が検出されたこ
とを受け、当該 ( − ) -ロタンドン合成には、生物が普遍的に有している反応が関与
したものと推測した。そこで、代表的な細胞内構成成分を α -グアイエンに作用さ
せて検討を重ね、 生体内金属イオン として重要な生理 機能を有してい る Fe 2 +が
(− ) -ロタンドンの酸化的合成における触媒として機能することを見出した。  
 第 3 章では、前章の成果より着想を得た、鉄キレートレダクターゼを活用した
セスキテルペノイドの化学酵素的合成法に関して記述した。  
第 3 章 1 節では、 E .  c o l i  BL 2 1( DE 3 )から検出した ( − ) -ロタンドン合成活性には、
生体内の F e 2 +キレート供給機構が関与していると推察し、両者の関係性を検証し
た。 E .  c o l i  BL 21 ( DE 3)無細胞抽出液の透析および陰イオン交換カラム処理によっ
て低分子化合物を除去した後に、 F e ( I I I ) -E DTA および生体内の電子運搬体である
NAD( P) H を添加すると、分画処理によって消失した ( − ) -ロタンドン合成活性が回
復することを確認した。この結果は、 F e( I I I ) -E DTA 還元活性を有する鉄キレート
レダクターゼの関与を強く支持するものであり、その酵素的な還元によって生成
した F e ( I I ) -E DTA がセスキテルペノイド合成における酸化触媒として機能し得る
ことを明らかにした。  
第 3 章 2 節では、鉄キレートと鉄キレートレダクターゼを組合せた新規セスキ
テルペノイド合成系の構築を検討した。一部の微生物や植物は、生育に必須な鉄
を細胞外から取り込むために、シデロホアと呼ばれる低分子キレート化合物を産
生する。細胞外で形成された F e 3 + -シデロホアは、細胞膜のチャネルを介して細胞
内に輸送され、鉄キレートレダクターゼの作用によって F e 2 + -シデロホアへ還元さ
れる。従って、当該酵素を利用することで F e 2 +キレートの供給が可能であるため、
E .  c o l i  BL 2 1( DE 3)由来鉄キレートレダクターゼである Yqj H を用いることによっ
て、前節で見出したセスキテルペノイド合成系が構築できると考えた。検討を重
ねた結果、単離精製した Yqj H に NAD( P )H および F e ( I I I ) -E DTA 存在下で α -グアイ
エンを作用させることで、予想通り ( − ) -ロタンドンの酸化的合成に成功した。当
該 反 応 系 で は 、 Yqj H が NAD( P )H 依 存 的 に F e ( I I I ) -E DTA を 還 元 し 、 生 成 し た
Fe ( I I ) -E DTA が酸素を活性化することで、α -グアイエンに対する酸素添加反応が進
行する。すなわち、酸化触媒として機能する F e 2 +キレートを系内で連続的に再生・
供給することで、効率的なセスキテルペノイド合成が可能となった。さらに、シ
クロデキストリンの添加によるセスキテルペンおよびセスキテルペノイドの水溶
性向上と、NAD( P ) H 供給量向上を目的とした再生共役系の導入によって、反応系
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を改良した。疎水性化合物はシクロデキストリンの包接によってその難水溶性を
改善可能であるが、セスキテルペンおよびセスキテルペノイドに対しては β -シク
ロデキストリンの空孔径が合致し、中でもヒドロキシプロピル -β -シクロデキスト
リンが水溶性向上に効果的であることを確認した。また、NAD( P ) H による電子供
給が当該反応系の還元エネルギーとして必須であることから、その供給量向上を
目的とした NAD( P ) H 再生系の共役が有効であると考えた。そこで、 B a c i l l u s  sp .
由 来 グ ル コ ー ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 用 い て 安 価 な グ ル コ ー ス を 電 子 源 と す る
NAD( P) H 再生系を構築・導入することで、 ( − ) -ロタンドン合成収率を 1 . 5 倍（モ
ル変換収率 2 4 %）に向上させた。  
第 4 章では、前章で構築した合成法において適用可能な鉄キレートの種類を精
査・検証し、合成可能なセスキテルペノイドの種類を拡張した。  
第 4 章 1 節では、 F e 3 +キレートに対する Yqj H の基質特異性を検討することで、
適用可能な鉄キレートを評価・検証した。当該反応系の特徴は、鉄キレートとそ
の活性化を担う鉄キレートレダクターゼがそれぞれ独立している点にあり、反応
触媒である鉄キレートを柔軟に選択することができる。そこで、リガンド構造お
よび配位元素に着目して各種 F e 3 +キレートを調製し、Yq j H による還元活性を評価
したところ、 O -配位型、 O, N -混合配位型、 N -配位型のいずれの F e 3 +キレートも還
元可能であり、幅広い種類の鉄キレートが当該反応系における触媒として利用可
能であることを明らかにした。  
 第 4 章 2 節では、 1 節で検討した鉄キレートを用いて合成可能なセスキテルペ
ノイドを拡張した。まず、各種鉄キレートを ( − ) -ロタンドン合成に適用した場合、
N -配位型の F e ( I I ) - t r i s ( 2 -p yr i d y l me t h y l ) a mi n e が最も高い合成活性を示し、対 α -グ
アイエンのモル変換収率は 3 4 %まで向上した。つぎに、グレープフルーツの重要
香気成分である ( + ) -ヌートカトン、マツ科樹木の精油に含まれる ( − ) -イソロンギホ
レノン、クローブの重要香気成分である (− ) -β -カリオフィレンオキシド合成に当
該反応系を適用した場合、 O, N -混合配位型の F e ( I I ) -n i t r i l o t r i a c e t a t e が最も高い合
成活性を示し、前駆体セスキテルペンである ( + ) -バレンセン、( − ) -イソロンギホレ
ンおよび ( − ) -β -カリオフィレンに対してそれぞれ 6 6 %、 8 2%、 6 7%のモル変換収率
で合成することに成功した。以上より、本反応プロセスは鉄触媒分子種および基
質選択の面で柔軟性を有しており、多様なセスキテルペノイド合成に応用可能で
あることを明らかにした。  
第 5 章では、本研究を総括した。本研究では、酸化触媒である鉄キレートおよ
びその活性化を触媒する鉄キレートレダクターゼで構成される新たな化学酵素的
合成法を開発し、多様なセスキテルペノイド合成に応用可能なことを実証した。
また、金属触媒とその活性化酵素を連携させるコンセプトは、本反応系に限定さ
れるものではなく、その可能性と今後の展望について記述した。
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